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"Nouveaux trisaccharides a structure D-glucosamine, 
acide L-iduronique, D-glucosamine et leur preparation" 

L'invention a pour objet de nouveaux tri¬ 
saccharides formes d 1 un enchainement de motifs respecti- 
vement a structure D-glucosamine, acide L-iduronique, 
D-glucosamine. 

Les trisaccharides* de 1 1 invention repondent 
plus specialement a la formule I : 



dans laquelle 

— R^, ^ 3 ' ^4 ^8 re P r '® sen f- en t un atome d hydrogene, 

un groupe sulfate, ou un groupe protecteur, 

— 1 * 2 / et R_ representent un atome d 1 hydrogene ou un 

groupement protecteur, 

— R represente un groupe alcoyle, notamment de 1 a 3 atomes 
de carbone, en particulier le groupe methyle, ou un cation 
metallique tel que le sodium, ou organique tel qu’un derive 
de base organique azotee,. 

— les radicaux Z, identiques ou differents, representent un 
groupe fonctionnel azote, ou un groupe azide, ou amine ou 

-nhso 3 

Une famille preferee de trisaccharides de 1'in¬ 
vention renferme avantageusement au moins un motif, de pre¬ 
ference les deux motifs D-glucosamine, comportant un groupe 
N-sulfate en position 2. 

Dans un groupe prefere de cette famille. R 

_ 1 
represerite un groupe -SO_ . 


Des trisaccharides preferes parmi ceux evoques 
c -’- -< ^ essus sont en outre avantageusement substitues en po¬ 
sition 6 par un groupe -O-sulfate, c'est-a-dire qu'au raoins 
1'un des substituants R 3 ou R Q , avantageusement les deux, 
representent un goupe SO 

Dans une autre famille preferee, les trisacchari¬ 
des ci-dessus renferment en outre un motif acide L-iduroni- 
que comportant un groupe -O-sulfate en position 2. 

Les positions restantes de ces trisaccharides 
sont libres ou protegees par. des groupements de bloquage dont 
la nature est choisie selon 1'application envisagee pour ces 
produits. ■ * 

D'une maniere avantageuse, la sequence trisac- 
charidique de 1*invention se retrouve dans des fragments 
ou des fractions d'heparine ou d'heparan-sulfate possedant 
notamment une activite specifique anti-Xa (Yin et V/essler) 
plus elevee que celle de.1'heparine et une activite anti- 
coagulante globale, mesuree selon le titre USP; plus 
faible. 

On rappelle que les titres Yin et Kessler 
et USP.sont definis notamment dans la demande de brevet 
FR No 78 31857 du 6 novembre 1978 au nom de la- Demanderesse. 

Les produits de 1'invention sont done 

P art; *- cu li® rement interessants en tant qu' intermediaires 
de synthese pour l'obtention de produits doues d* activite. 

I dans des tests de coagulation specifiques de certains facteurs 
et plus specialement du facteur Xa, 

Us sont egalement avantageusement utilisables 

comme produits de reference pour l’etude de ce type de 
structure. 

On mesure, en outre, l'interet de leur 

obtention par voie de synthese, selon un processus de mise 
en oeuvre aisee- 

Le procede de preparation de trisaccharides 
de 1’invention comprend : la condensation de derives 
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reactifs d'un monosaccharide a structure D-glucosamine et 
d'un disaccharide forme d'un enchalnement demotifs a 
structure /acide L-iduronique/-/D-glucosamine/ repondant 
aux caracteristiques suivantes. 

Dans ces composes de depart, toutes les 

* 

positions sont bloquees exceptees celles devant intervenir 
pour 1 'etablissement de la liaison glucosidique entre le 
monosaccharide et le disaccharide. 

Pour 1’etablissement d’une liaison de 
type 1,4 on a recours a un monosaccharide possedant 

un groupe reactif en position 1 et a un disaccharide 
possedant en position 4 un groupe capable de reagir avec 
le groupe reactif du monosaccharide. 

Les halogenures du monosaccharide etant 
aisement accessible^on base avantageusement la condensation 

sur une reaction entre un halogenure du monosaccharide 

* 

et un alcool du disaccharide. 

Comine deja souligne# les autres positions de 

ces composes doivent etre bloquees et ce, par des groupements 
de bloquage n ’ intervenant pas dans la reaction <L-e c.ondensa- 
tiori, compatibles entre eux et eliminables soit a la fois 
soit par sequence pour introduire des groupements fonctionnel 

desires ou liberer certains groupements -OH. 

Les positions des motifs de la chalne trisac- 

charidique destineesa etre occupee s par des groupements 
N-sulfate sont substitutes par des groupements azotes 
precurseurs, inertes vis-a-vis de la reaction de glycosyla- 
tion et permettant 1 'introduction des groupements souhaites 
sur les motifs de la chalne trisaccharidique en particulier 

1 1 introduction de groupes —O—sulfate. 

Pour permettre 1'introduction de ces groupes 

O-sulfate, selon un mode prefere de realisation del'inven¬ 
tion, on utilise, comme groupes de bloquage dans les pro- 
duits de depart, des groupes —O—CO—CH^• A partir de ces 
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groupes-O-CO-CH-, on peut liberer les radicaux liydroxyle, 
puis les soumettre a une reaction de sulfatation, tandis 
Que les positions destinees a etre occupees par des groupes 
-OH, sont avantageusement substitutes par des radicaux 
inertes durant la reaction de sulfatation, tels que les 
radicaux benzyle. 

Selon un mode j5re*fere de realisation de 
1 'invention, on fait reagir, dans une premiere etape un 
monosaccharide et un disaccharide repondant respectivement 
aux formules I et II 


(II) 


(III) 




dans lesquelles : 

- X et Y representent deux groupements reactifs capables 

de donner lieu a 1'etablissement d'une liaison glycosidique, 
en p.articulier, X represente un halogene, plus specialement 
• du brome et Y un groupe -OH ; 

- R. a Rg representent desgroupements de bloquage des 

radicaux -OH et plus specialement R^,R ,R et R representent 
des groupes -COCH 3 et R 2 ,R 5 ,R g et R- representent des 
groupes benzyle ; _ ___ 

- Z reprtsente des groupements fonctionnels azotes capables 
de conduire au groupe N-sulfate desire tout en permettant 
la realisation du processus de synthese de 1'invention, et 
en particulier, un groupe azide pour le monosaccharide et 
un groupe -NHA pour le disaccharide, dans lequel A repre¬ 
sente un groupe benzyloxycarbonyle et 

- R represente un groupe de bloquage du radical carboxyl^ 
notamment un groupe alcoyle / tel. que le radical methyle. 
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Le disaccharide de formule III est avantageuse 

ment obtenu selon le procede de la demande de brevet FR 

82 01575 du 1.02.1982 au nom de la Demanderesse. 

Apres avoir constitue la chaine trisacchari- 

dique selon 1'enchainement souhaite, on procede au cours 

d'une deuxieme etape, a 1'introduction des groupes 

-0-sulfate par acetolyse des groupes 0-acetyle, notarnment 

a l'aide de soude, 

puis a une reaction de sulfatation, par exemple, a l'aide d'un 
complexe du type trimethylamine/SO '! 

Au cours d'une etape supplementaire, on 

* 

procede ensuite a 1'elimination des differents groupements 
bensyle afin de liberer les radicaux —OH qui les protegent, 
avantageusement par hydrogenation a l'aide d'hydrogene 
en presence de catalyseur, puis on souraet les groupes 
amine desmotifs glucosamine a une reaction de sulfatation, 
pour obtenir les derives -NHSO” correspondants. 

Les produits intermediaires mis en oeuvre 
dans ce procede sont nouveaux et, en tant que tels, entrent 
dans le cadre de 1'invention. 

D'autres caracteristiques et avantages de 
i* invention apparaitront dans les exemples qui suivent - -- 

Les formules des composes dont question dans 
ces exemples sont representees sur la figure unique. Les 
numeros indiques correspondent a ceux utilises dans les exem¬ 
ples pour designer les memes composes.Les symboles utilises 
dans la figure ont les significations suivantes : Ac : acetyle, 
Bn : benzyle, S : SO , Me : methyle, A : benzyloxycarbonyle, 
TMA : trimethylamine. 

EXEMPLE 1 - Synthese du trisaccharide .3 - 

Une solution du bromure 1 (prepare selon 
H.PAULSEN et W. STENZEL, Chem. Ber 111 (1978) 2334-23.47, HO 
mg, 0,25 mM) et de l'alcool 2 (prepare selon la demande de 
brevet FR, No 82.01575 au nom de la Demanderesse, 113 mg, 

0,13 mM) dans du dichloromethane anhydre (2,5 ml) 

est agitee a 1'abri de la lumiere sous atmosphere d'argon 
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sec en presence de tamis moleculaire 4 A (poudre, lOO mg) 
pendant 30 inn. Apres refroidissement a 20°C, de la symcol- 

lidine (70 \il,055mM) et du triflate d ’ argent (78mg,0,30 mM) 

#■ 

sont ajoutes successivement et.1'agitation est 

maintenue dans ces conditions pendant 2 heures. Le 
melange reactionnel est alors dilue avec du dichloromethane 
(50 ml), les solides sont essores, et le filtrat est lave 
avec une solution O,1 M d’acide chlorhydrique glacee, avec 
de l'eau, avec une solution aqueuse saturee d'hydrogenocarbo- 

m 

nate de sodium, avec de l'eau, seche (sulfate de sodium). 


filtre et evapore. 

Le residu est chromatographie sur une colonne. 
de gel de silice (18 g). L’elution par le melange hexane : 
acetate d’ethyle (4:3,v/v) donne le trisaccharide 3 sous 
forme d'un verre incolore qu’il n'a pas ete possible de 
cristalliser (139 mg, 88%) ; f<A,7 D =+ 83° (cl, chloroforme) ; 

Spectre RMN (90 MHz,CDCl ~tS • 7,25 (m,25H, 5Ph.) , 


5,44 (d. de d., 1H, H^/ J 2 " 


IO,5 Hz,J 3 " 4 ” : 9 Hz) ; 


5,26 (d, 1H, H^, J 1 " 2 " : 3,5 Hz) ; 3,59 (s, 3H,COOMe) ; 


3/06 (d- de d./ 1H/ H"/ 2 " : 

2,12, 2,08, 2,01 et 1?97 (4s, 12H, 4 OAc.) 

EXEMPLE 2 - Synthese du trisaccharide 4 - 


3,5 Hz, <12** ^ " 


IO, 5 Hz) ; 


Une solution de trisaccharide 3. (122 mg) dans 
un melange de 1. 2 -dimethoxyethane (6ml) et de methanol (2ml) 
est agitee a 0°C. Une solution aqueuse 1 M de soude (2ml) 
est ajoutee goutte a goutte en IO mb, et le melange reactionnel 
est agite 6 heures a 0°C. De l'acide chlorhydrique 1 M est 
alors ajoute goutte a goutte jusqu'a pH O (apparition 
d'un precipite blanc). Le melange est verse dans de 1 eau 
glacee (lOO ml) et extrait avec du chloroforme (5 fois 
IO ml). Les phases organiques sont lavees avec de l'eau 
glacee, sechees (sulfate desodium), filtrees et evaporees. 

Le residu sirupeux est dissous dans du methanol (2 ini) • 
et traite par une solution etheree de diazomethane jusqu'a 
persistance de la coloration jaune. Apres 30 mn., le melange 
reactionnel est evapore a sec. Le residu est chromatogra- 

• - . L . . • * * 


phie sur une colonne de gel de silice (10 g). L'elution 

P ar -*- e melange acetate d 1 ethyle/hexane (2:l,v/v) donne le 

trisaccharide 4. sous forme d'une mousse incolore qu'il n’a 
pas ete possible de cristalliser (85 mg, 81%) ; /<< J = 

+ 77° (cl,chloroforme), spectre RMN (90 MHz, 

CDCl ) : absence de signaux OAc* (vers<T"= 2 ppm). 

Analyse elementaire : en accord avec la structure recherchee. 

EXEMPLE 3 - Synthese du trisaccharide 5 - 

A une solution du derive 4. (41 mg) dans le DMF 
(2 ml) on ajoute du complexe trimethylamine/trioxyde de 
soufre (TMA/SO ; 60 mg ; 2,5 equivalents par OH). 

Apres une nuit a 50°C, la reaction est complete. Du methanol 
(O,5ml) est ajoute puis la solution est deposee sur une 
colonne de Sephadex LH—20 (1,5 x 25 cm) equilibree dans un 
melange chloroforme/methanol (1:1 ; v/v). L'elution par le 
meme melange permet de separer le produit de la reaction de 
l'exces de reactif et du solvant de reaction. Le residu obtenu 
est chromatographie sur une colonne de gel de silice (10 g), 
elue par un melange acetate d'ethyle/pyridine/acide acetique/ 
eau (98 : 56 : 13 : 32 ; v/v/v/v). Le produit pur obtenu 

est dissous dans du methanol, puis passe' a travers une 
colonne de resine Dowex 50W x 4, Na • (5ml) . Apres evaporation 

et sechage, on obtient le derive 5. (58 mg, 100%) . II est 
homogene en c.c.m. (acetate d'ethyle/pyridine/acide acetique/ 
eau ; 5 : 5 : 1 : 3 ; v/v/v/v et acetate d'ethyle/methanol/ 

jacide acetique ; 7 : 3 : O, 1 : v/v/v) . 

/ 20 

r 4°\/ D =•+ 55° (methanol). Le spectre de RMN est compatible 

avec la structure recherchee. 

EXEMPLE 4 - Synthese du trisaccharide 6 - 

Une solution du compose 5 (20 mg) dans un. melange de me¬ 
thanol (2ml) et d'eau (0,5ml) est agitee pendant 96 heures 
sous une pression d*hydrogene de O, 2 bar, en presence de Pd/C 
a 5% (20 mg). Le catalyseur est alors elimine par filtra- 
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tion. L'analyse en ultra-violet confirme 1'absence de 

noyaux aromatiques. Apres evaporation, le produit est 

engage dans la synthese. du trisaccharide 1_. 

EXEMPLE 5 : Synthese du trisaccharide 1_ - 

Le derive .6 obtenu precedemment est 

dissous dans l'eau (2 ml). Le pH de la solution est ajuste 
a 9, 5 puis il est maintenu a cette valeur au moyen d'un 
pH-stat. On ajoute alors le complexe TMA/SO^ (14 mg ; 5 

eq./NH^)• Apres une nuit, la meme quantite de complexe 
est ajoutee. Apres 48 heures, le pH est amene a 12 au 
moyen de- soude 2M, puis il est maintenu a cette valeur 
pendant 2 heures. Apres neutralisation par l'acide chlo- 
rhydrique, le melange reactionnel est chromatographie sur 
une colonne de Sephadex. G-25, eluee avec del'eau. Le compose 
1_ est detecte par une reaction coloree au carbazole, 
caracteristique des acides uroniques (Bitter et Muir, Ana 1 . 
Biochem . 4 (1962) 330-334). Ces fractions contenant 7_ sont 

regroupees et passees au travers d 1 une colonne de resine Dowex 
SOW x 4,Na + eluee avec de l’eau. Apres lyophilisation, on 
obtient 7. (4,5 mg). 

L'analyse colorimetrique des constituents glucidi- 
ques donne 2,55 moles d'acide uronique pour 5,15 moles de gluco 
samine (rapport 1/2) . 

Le spectre de RMN de ce produit confirme la structure (sequence 
anomerie des liaisons, substitutions par les sulfates). 
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. REVENDICATION 


Trisaccharides caracterises en ce 
qu'ils repondent a la formule : 



dans laquelle 

— R^, ^ 3 ' ^4 e ^- ^0 r epresentent un atome d 1 hydrogene, 
un groupe sulfate, ou un groupe protecteur, 

— F* 2 ' ^ 5 » representent un atome d 1 hydrogene ou un 

groupement protecteur, 

— R represente un groupe alcoyle, notamment de 1 a 3 atomes 
de carbone, en particulier le groupe methyle, ou un cation 
metallique tel que le sodium, ou organique tel qu 1 un derive 
de base organique azote 

— les radicaux Z, identiques ou differents, representent un 
groupe fonctionnel azote, ou un groupe azide, ou amine ou 

-niiso 3 









